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“No fundo, todos temos necessidade de dizer 
quem somos e o que é que estamos a fazer e a 
necessidade de deixar algo feito, porque esta vida 
não é eterna e deixar coisas feitas pode ser uma 
forma de eternidade”. (José Saramago, 1997) 
 
   
RESUMO 
 
Polyporus é considerado atualmente um agrupamento polifilético. Em 
Polyporus alguns táxons do grupo morfológico "Melanopus" merecem 
ser revisados taxonomicamente, não somente quanto à sua circunscrição, 
mas também quanto ao seu posicionamento filogenético. Neste 
contexto, análises moleculares e filogenéticas foram utilizadas para o 
reconhecimento de possíveis linhagens, considerando ainda os dados 
sobre morfologia e distribuição para o reconhecimento das espécies. 
Polyporus guianensis e P. leprieurii são principalmente caracterizados 
por apresentar basidiomas estipitados com uma cutícula negra no estipe, 
diferindo no tamanho dos poros, sendo 1-4 e 5-8 poros por mm, 
respectivamente. Com o objetivo de testar essas hipóteses morfológicas, 
foram realizadas análises morfológicas detalhadas, moleculares 
(barcode) e filogenéticas a partir de espécimes coletados de diferentes 
ecossistemas no território brasileiro, morfologicamente determinados 
como P. guianensis e P. leprieurii. Das análises filogenéticas, foram 
obtidos quatro clados diferentes com espécimes pré-determinados como 
P. guianensis e três clados distintos com espécimes pré-determinados 
como P. leprieurii. Os testes de barcode corroboraram as espécies 
filogenéticas e estas foram, por tanto, caracterizadas morfologicamente. 
Sendo assim, neste trabalho, P. guianensis é tratado como um complexo 
taxonômico que pode representar pelo menos quatro espécies, enquanto 
P. leprieurii pode representar pelo menos três espécies filogenéticas 
distintas.  
 
Palavras-chave: Polyporales, fungos poliporoides, macrofungos, 
barcoding, taxonomia, sistemática. 
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1 INTRODUÇÃO  
1.1 INTRODUÇÃO AOS FUNGOS  
Os fungos desempenham papéis fundamentais em todos os 
ambientes terrestres. São componentes muito importantes da 
biodiversidade devido a seu papel vital em um ecossistema, exercendo 
atividades cruciais decompondo matéria orgânica, ciclando nutrientes e 
transportando nutrientes que são indispensáveis para alcançar o 
desenvolvimento sustentável (PALM; CHAPELA, 1997). Além de 
decompositores os fungos também podem parasitar animais, algas, 
plantas e até mesmo outros fungos, bem como podem servir de alimento 
e/ou realizarem simbioses mutualistas com plantas, algas e animais 
(PEAY et al., 2008). 
 Os fungos estão entre os seres vivos mais diversos, segundo 
Blackwell (2011) são estimados para o mundo cerca de 5.1 milhões de 
espécies de fungos, porém até então somente cerca de 100.000 espécies 
foram descritas, segundo Kirk et al. (2008). Assim é possível estimar 
que somente 2% das espécies foram descritas, havendo muitas espécies 
de fungos para serem descobertas. 
Com o advento das ferramentas moleculares, as espécies de 
fungos são cada vez mais definidas pela variação das sequências de 
DNA. (TAYLOR et al., 2000). As primeiras aplicações de técnicas 
moleculares baseadas em reação em cadeia da polimerase (PCR) para 
fungos foram principalmente para pesquisa filogenética e genética 
populacional. No entanto, o desenvolvimento de iniciadores específicos 
de fungos para amplificação da região espaçadora transcrita interna 
(ITS) dos genes do RNA ribossômico (GARDES; BRUNS 1993) abriu 
o caminho para a amplificação direta do DNA fúngico a partir de 
substratos complexos contendo múltiplas fontes de DNA, tais como 
como solo ou tecido vegetal (PEAY et al., 2008). Assim, com base em 
dados moleculares e morfológicos as pesquisas com delimitação de 
espécies vêm avançando. 
 
1.2 CARACTERIZAÇÃO DE POLYPORACEAE E POLYPORUS  
Polyporaceae Fr. ex. Corda (Polyporales, Basidiomycota) 
apresenta espécies com basidiomas poliporoides, central a excêntrico, 
lateralmente estipitados ou ressupinados, anual ou perene, coriáceo, 
superfície lisa, tomentosa ou escamosa. Sistema hifal monomítico, 
dimítico ou trimítico com hifas esqueleto ligadoras e generativas 
frequentemente fibuladas. Basídios clavados, geralmente com quatro 
esterigmas, basidiósporos cilíndricos a alantoides. A família é 




principalmente podridão branca (CANNON; KIRK, 2007). O gênero 
tipo de Polyporaceae é Polyporus Micheli ex Adans, morfologicamente 
caracterizado por apresentar espécies com basidiomas estipitados, 
himenóforo tubular, sistema hifal dimítico com hifas esqueleto-ligadoras 
e basidiósporos cilíndricos a sub-elipsoides, hialinos, de parede delgada 
e lisa (RYVARDEN, 2016). Polyporus ainda compreende espécies 
saprofíticas, raramente parasitas, que crescem principalmente sobre 
troncos mortos de angiospermas, causando podridão branca (NÚÑEZ; 
RYVARDEN, 1995), ou seja, degradam lignina, celulose e 
hemicelulose do substrato vegetal (EJECHI et al.,1996). O gênero é 
reconhecido por apresentar distribuição global (RYVARDEN, 2016), 
com espécies reportadas para África (RYVARDEN; JOHANSEN, 
1980), Europa (RYVARDEN; GILBERTSON, 1994), Ásia (NÚÑEZ; 
RYVARDEN, 2001), América do Norte (GILBERTSON; 
RYVARDEN, 1987), América Central (CARRANZA; RUIZ-BOYER, 
2005) e América do Sul (SILVEIRA; WRIGHT, 2005).  
Polyporus, de acordo com Ryvarden (1991), acomoda 32 
espécies, por serem morfologicamente heterogêneas, sendo 
tradicionalmente divididas em seis grupos infragenéricos 
("Admirabilis", "Dendropolyporus", "Favolus", "Polyporellus", 
"Melanopus" e "Polyporus”) baseados em caracteres 
macromorfológicos, que variam segundo autores Ryvarden; Johansen 
(1980), Núñez; Ryvarden (1995) e Silveira; Wright (2005). Ryvarden 
(2016) diferentemente do trabalho de 1991, acomoda 24 espécies de 
Polyporus ocorrentes na região Neotropical, neste trabalho ele acomoda 
Polyporus em quatro grupos infragenéricos distintos de Ryvarden 
(1991), sendo estes: “Polyporus”, “Melanopus”, “Leucoporus” e 
“Favolus”. O grupo “Melanopus” descrito por Ryvarden em 1991 é 
caracterizado principalmente por apresentar espécies cujos basidiomas 
apresentam uma cutícula negra no estipe com píleo coriáceos e de 
contexto fino, reunindo, portanto, as seguintes espécies: Polyporus 
badius (Pers.) Schwein., Polyporus centroafricanus Núñez; Ryvarden, 
Polyporus dictyopus Mont., Polyporus guianensis Mont., Polyporus 
leprieurii Mont., Polyporus mikawai Lloyd, Polyporus melanopus 
(Pers) Fr., Polyporus nigrocristatus E. Horak; Ryvarden, Polyporus 
tubaeformis (P. Karst.) Ryvarden; Gilbertson, P. varius (Pers.) Fr. e 
Polyporus virgatus Berk.; M.A. Já no trabalho de 2016, Ryvarden 
agrupa oito espécies no grupo “Melanopus”: Polyporus varius, P. 
guianensis, P. leprieurii, P. nigrovelutinus Ryvarden & Iturr., P. 
dictyopus, P. virgatus, P.  puttemansii Henn. e P. badius. Esse grupo, 




gênero Melanopus Pat., como proposto originalmente (NÚÑEZ; 
RYVARDEN, 1995). 
Em “Melanopus” os táxons Polyporus guianensis e P. leprieurii 
são recorrentemente citados na literatura, destacando-se principalmente 
pelas suas descrições abrangentes, segundo os autores Ryvarden (2016), 
Núñez; Ryvarden (1995) e Silveira; Wright (2005). Polyporus 
guianensis e P. leprieurii foram descritos por Montagne em 1840 na 
obra “Annales des Sciences Naturelles” a partir de espécimes coletados 
em Caiena, capital da Guiana Francesa. 
 
1.3 CARACTERIZAÇÃO DOS COMPLEXOS TAXONÔMICOS 
Polyporus guianensis é caracterizado por apresentar basidiomas 
com uma cutícula negra no estipe, superfície do píleo com coloração 
marrom clara a vinácea, himenóforo poroide com 1-4 poros por mm e 
basidiósporos cilíndricos a sub-elipsoides (8-12 x 2,5-4 μm) 
(SILVEIRA; WRIGHT, 2005). Ryvarden e Silveira; Wright discordam 
quanto ao número de poros por mm, sendo Ryvarden (2016) 1-2 poros 
por mm e Silveira; Wright (2015) 1-4 poros por mm. Há registros da 
ocorrência do táxon na região tropical asiática e na América do Sul 
(RYVARDEN, 2016). O conceito de P. guianensis foi ampliado com a 
sinonimização de Polyporus melanopus Mont., Polyporus aemulans 
Berk.; M.A. Curtis., Polyporus seminigrita Berk.; Cooke, Melanopus 
marasmioides Pat., Xanthochrous melanocephalus Har.;Pat. e Polyporus 
wrightii Murrill. Polyporus guianensis ainda possui como variedade 
Polyporus puttemansii Henn. que foi descrita por Paul Hennings em 
1904, a partir de um espécime coletado em São Paulo. No trabalho de 
Silveira; Wright (2005) esse táxon foi tratado como uma variedade de P. 
guianensis (P. guianensis var. puttemansii (Henn.) R.M. Silveira; J.E. 
Wright), sendo distinta de P. guianensis var. guianensis Mont. por 
apresentar um píleo relativamente grande, 20-110mm de diâmetro, 
estipe com inserção central e poros de 0,5 - 1,5 por mm (SILVEIRA; 
WRIGHT, 2005). Ryvarden (2016) trata Polyporus guianensi var. 
puttemansii como uma espécie de Polyporus (P. puttemansii Henn.) 
apresentando estipe central a lateral, píleo infundibuliforme a espatulado 
com 10cm de diâmetro, ocráceo a bege, 1-2 poros por milímetros, 
basidiósporos 8-10 x 3-4 um.  
Polyporus leprieurii é caracterizado morfologicamente por 
apresentar espécimes com estipe coberto por uma cutícula negra, 
superfície do píleo de coloração marrom tabaco, 5-9 poros por mm, 
rizomorfos e basidiósporos subcilíndricos a elipsoides (7-11 x 2,5-4 μm) 




registrada em regiões tropicais e subtropicais da América do Sul e Ásia 
oriental (RYVARDEN, 2016). O conceito morfológico deste táxon foi 
ampliado com a sinonimização de P. tephromelas Mont., P. 
hemicapnodes Berk.; Broome, P. calyculus Pat.; Gaillard., P. savoyanus 
Pat., P. atripes Rostr., P. pusillus Rostr. e P. subelegans Murrill. Esta 
espécie ainda possui como variedade Polyporus leprieurii var. juruanus 
Henn., que foi descrita por Paul Hennings em 1904, a partir de espécime 
coletado nos arredores do Rio Juruá/AC caracterizando-se por 
apresentar um píleo membranáceo a coriáceo, estipe excêntrico, marrom 
escuro, poros decorrentes, redondos a oblongos e poliédricos 
(HENNINGS, 1904).  
Filogeneticamente, segundo Krüger (2002), Polyporus guianensis 
e P. leprieurii estão relacionados. No entanto, a relação entre estes 
táxons com outras espécies do gênero, além de outros gêneros 
relacionados a Polyporus, ainda não está clara. O grupo infragenérico 
“Melanopus”, onde P. guianensis e P. leprieurii estão inseridos segundo 
Núñez; Ryvarden (1991, 2016), trata-se de um agrupamento artificial 
(KRÜGER et al., 2006). Sotome et al. (2008) relata, do ponto de vista 
filogenético, que “Melanopus” é um agrupamento polifilético possuindo 
as espécies Polyporus badius, P. tubaeformis e P. dictyopus agrupadas, 
já P. leprieurii e P. varius se posicionam em um clado diferente com 
espécies de outros grupos. Polyporus guianensis não foi contemplado 
nessa filogenia de Sotome et al. (2008). Já no trabalho de Dai et al. 
(2014), quatro clados foram reconhecidos em Polyporus s.l., sendo dois 
destes nomeados como Melanopus e Polyporellus,, enquanto os outros 
dois clados foram considerados como gêneros, Favolus Fr., Elench. 
emend. Sotome; Hatt. e Neofavolus Sotome; Hatt. Das oito espécies 
citadas por DAI et al. (2014), morfologicamente relacionadas ao grupo 
“Melanopus”, somente Polyporus badius, P. melanopus e P. 
tubaeformis ficaram posicionadas no clado por eles denominado 
Melanopus, enquanto Polyporus dictyopus, P. guianensis, P. leprieurii e 
P. varius ficaram posicionados fora deste clado, formando outros clados 
menores não relacionados entre si e com baixo suporte (DAI et al., 
2014).  
No trabalho de Zimitrovsc; Kovalenko (2016), sete clados 
contendo espécies de Polyporus foram reconhecidos, um clado 
denominado Polyporus s.s, três destes clados denominados como 
gêneros já circunscritos Lentinus Fr., Favolus e Neofavolus e outros três 
clados foram considerados como gêneros no trabalho de Zimitrovsc; 
Kovalenko (2016), Cerioporus Quél. (tipo P. squamosus), Cladomeris 




As espécies P. varius, P. tubaeformis, P.melanopus e P. badius, 
morfologicamente relacionadas ao grupo “Melanopus’’, foram 
combinadas como, Cerioporus varius (Pers.) Zmitr.; Kovalenko,  
Picipes tubaeformis (P. Karst.) Zmitr.; Kovalenko, Picipes melanopus 
(P. Karst.) Zmitr.; Kovalenkoe e Picipes badius (P. Karst.) Zmitr.; 
Kovalenko. Espécies de Datronia Donk, inclusive o tipo do gênero, 
foram transferidas para Cerioporus. Cladomeris é representado apenas 
por C. umbellatus Zmitr.; Kovalenko (≡ Polyporus umbellatus (Pers.) 
Fr) na filogenia, sendo a espécie tipo do gênero. Polyporus guianensis e 
P. leprieurii não foram contemplados neste estudo filogenético.   
Cui (2016) apresenta seis clados relacionados com Polyporus, 
“Squamosus”, Picipes, Polyporus, Favolus, Neofavolus e 
“Polyporellus”, este último correspondente à Lentinus. O clado 
“Squamosus” é o único sem tratamento taxonômico, possuindo espécies 
do gênero Cerioporus incluindo o tipo (C. squamosus) proposto por 
Zimitrovsc; Kovalenko (2016). No trabalho de Cui (2016), foram 
combinadas mais nove espécies de Polyporus em Picipes, uma destas, 
Picipes virgatus (Berk.; M.A. Curtis) J.L. Zhou; B.K. Cui, que faz parte 
do grupo morfológico “Melanopus’’. A única espécie de Cladomeris 
(Cladomeris umbellatus) ficou proximamente relacionada com a espécie 
tipo do gênero Polyporus, sendo considerada como Polyporus s.s., 
deixando Cladomeris como sinônimio de Polyporus (Cui et al. 2016). 
No clado “Squamosus”, C. squamosus está proximamente relacionado a 
P. guianensis, P. leprieurii, P. dictyopus, P. subvarius Yu; Dai e P. 
varius. Os autores não dão um tratamento taxonômico para o 
agrupamento, deixando todos como Polyporus s.l., assim, o gênero 
Cerioporus proposto por Zimitrovsc não foi aceito devido a P. 
leprieurii, P. guianensis, entre outras espécies de Datronia, não 
possuem a principal característica do gênero que seriam as hifas 
esqueleto-ligadoras infladas. Além de espécies de Datronia estarem 
agrupadas no clado, incluindo a espécie tipo do gênero, deixando 
Datronia sem um tratamento taxonômico. Cerioporus squamosus foi 
tratado como Polyporus squamosus.  
Neste contexto, pela falta de uma amostragem molecular mais 
ampla, P. guianensis e P. leprieurii nunca foram testados 
filogeneticamente. De fato, os táxons apresentam muitas evidências 
(apresentam ampla distribuição geográfica, ampla variação morfológica 
e muitos sinônimos heterotípicos) de que poderiam representar, na 
realidade, complexos de espécies, cuja resolução só seria possível 




e filogenéticas para o reconhecimento de linhagens filogenéticas 
distintas. 
 
2 JUSTIFICATIVA  
Diante do exposto, fica claro que existe a necessidade de testar as 
hipóteses morfológicas de alguns táxons em Polyporus s.l. Há a 
necessidade de entender a delimitação taxonômica de linhagens, que 
possivelmente corresponderiam a novidades científicas, bem como 
entender as suas relações com outros táxons/espécies envolvidas. 
Do ponto de vista filogenético, não há nenhum trabalho 
específico que teste o conceito de P. guianensis e P. leprieurii, se são de 
fato espécies com ampla variação morfológica e distribuição geográfica 
ou se poderiam representar diferentes linhagens que corresponderiam a 
espécies distintas. Além disso, existem poucas sequências moleculares 
de P. guianensis e P. leprieurii disponíveis nas bases de dados (ex.: 
GenBank) e/ou trabalhos filogenéticos (DAI et al., 2014, KRÜGER, 
2002, KRÜGER et al., 2006, SOTOME et al., 2008, CUI et al., 2016). 
Além disso, as poucas que existem foram utilizadas em trabalhos para 
resolver outros problemas taxonômicos em Polyporus s.l. Sendo assim, 
os referidos táxons, do ponto de vista filogenético, ainda não apresentam 
uma definição.  
Neste contexto, análises filogenéticas, considerando os dados 
sobre distribuição, morfologia e molecular, devem ser realizadas para o 
reconhecimento de prováveis linhagens como espécies filogenéticas 
distintas. 
 
3 OBJETIVOS  
O objetivo geral deste projeto foi estudar, através da sistemática, 
os táxons P. guianensis e P. leprieurii, a partir de espécimes de 
referência e de coletas do Brasil. 
Os objetivos específicos foram:  
 Revisar macro e micromorfologicamente espécimes de 
herbários e/ou coletas já realizadas no âmbito de projetos 
desenvolvidos no Micolab (UFSC), previamente determinados 
como Polyporus guianensis e P. leprieurii;  
 Realizar coletas de espécimes relacionados e que se encaixam 
no conceito morfológico de P. guianensis e P. leprieurii;  
 Extrair, amplificar e sequenciar as regiões ITS e LSU do DNA 




 Interpretar filogeneticamente, a partir das análises morfológicas 
e moleculares, os táxons e possíveis linhagens correspondentes 
a espécies novas. 
 
4 MATERIAL E MÉTODOS  
Foram realizadas coletas e estudos de coletas (2014 a 2017) de 
espécimes cuja morfologia se assemelhava com Polyporus guianensis e 
P. leprieurii, dos domínios Amazônico e da Mata Atlântica. Os 
basidiomas foram examinados, morfológica e molecularmente, inclusive 
a partir de amostras oriundas de outras partes da região Neotropical. 
Além destas coleções, materiais de referência dos táxons relacionados 
foram revisados através de fotos disponíveis no site do New York 
Botanical Garden (http://sweetgum.nybg.org/science/vh/). Os aspectos 
nomenclaturais, como sinonímias, autoria, datas e protólogos dos nomes 
relacionados com o complexo foram consultados nas bases de dados 
Index Fungorum (http://www.indexfungorum.org/), Mycobank 
(http://www.mycobank.org/) e Biodiversity Heritage Library 
(http://www.biodiversitylibrary.org/).  
 
4.1 COLETAS E ANÁLISES MORFOLÓGICAS 
Os basidiomas foram fotografados, coletados e levados para o 
laboratório de Micologia/UFSC, em seguida desidratados durante 12 a 
24h em estufa (35º a 40ºC). Após a identificação os materiais foram 
depositados no herbário FLOR (UFSC).  
Os basidiomas foram analisados macro e microscopicamente. 
Macroscopicamente foram caracterizados a partir de medidas e 
descrições de caracteres importantes para este grupo de fungos, como: 
píleo (dimensões, formato, superfície, cor, presença ou ausência de 
cutícula, margem, contexto), himenóforo (cor, número de poros por mm, 
tamanho dos poros, tamanho dos dissepimentos), estipe (dimensões, 
posição, formato, superfície, cor, presença ou ausência de cutícula, 
contexto). Outras características como presença de rizomorfos e 
esclerócios, bem como tipo de substrato também foram observadas.  Os 
códigos de cores (ex. 5YR 8/4 a 7/3) seguiram a tabela de cores Soil 
Color Chart (Munsell, 1975) e Kramer (2004). 
Para a análise microscópica, foram realizados cortes dos 
basidiomas (contexto e tubos) à mão livre, sob microscópio 
estereoscópico. Os cortes foram montados em lâminas e lamínulas 
seguindo Teixeira (1995): Água destilada (para hidratar e observar a 
coloração natural das hifas e basidiósporos), KOH 2-3% (hidratante e 




basidiósporos), floxina 1% (corante para observar as características das 
hifas generativas, himênio e basidiósporos), reagente de Melzer para 
observar a reação de dextrinoidia (IKI+)  nas hifas e basidiósporos e 
Azul de algodão para observar a presença de reação de cianofilia (CB+) 
nos basidiósporos foram utilizados de modo combinado ou 
individualmente. 
Dentre os caracteres microscópicos foram observados os tipos de 
hifas (sistema hifal), presença ou ausência de elementos estéreis, 
basídios e basidiósporos (tamanho, formato, espessura da parede, 
presença ou não de reações). Os cortes do contexto e himenóforo foram 
mantidos por uma noite em solução de NaOH 3% a 40ºC, dissecados 
sob microscópio estereoscópio a temperatura ambiente, e analisados ao 
microscópio óptico de 400x e 1000x para observação do sistema hifal do 
basidioma. A observação e mensuração (n=40) das estruturas foram 
realizadas em microscópio óptico com ocular micrométrica e os valores 
foram tabulados em planilha do Microsoft Excel para calcular média e 
desvio padrão na variação dos valores (Δ s = 5%), bem como a razão 
entre o comprimento e a largura dos basidiósporos (R). A terminologia 
utilizada para as estruturas sexuais foram a de Largent et al. (1977) e 
para o sistema hifal a de Teixeira (1995).  
 
4.2 ANÁLISES MOLECULARES FILOGENÉTICAS  
Para as análises moleculares os fragmentos dos basidiomas ainda 
frescos foram envoltos em papel manteiga e acondicionados em sacos 
hermeticamente fechados (tipo ziplock) com sílica-gel, a fim de 
preservar o DNA para estudos moleculares. 
Para a extração do DNA dos materiais, foi seguido o protocolo de 
Doyle; Doyle (1987) modificado por Góes Neto et al. (2005) (Anexo 1). 
Para amplificação das regiões nrLSU e nrITS foram utilizados os pares 
de primers LR0R-LR7 (VILGALYS; HESTER, 1990) e ITS8-ITS6 
(DENTINGER et al. 2010). Os produtos de extração foram amplificados 
a partir dos programas especificados na tabela 1. A amplificação foi 
verificada para todos os produtos de PCR através da presença de bandas 
em gel de agarose 0,8% através da técnica de eletroforese, utilizando-se 
2 μL de tampão blue juice 2x, 1 μL de GelRed 500x e 2 μL do produto 
de PCR. Em seguida, os produtos de PCR foram purificados com PEG 
(polietilenoglicol), para eliminação dos reagentes e de possíveis 
impurezas (Anexo 1). 
Os materiais amplificados e purificados foram enviados para 
reação de sequenciamento na Plataforma de Tecnologias (PDTIS) da 




“Identificação molecular de fungos do Brasil”. As reações de 
sequenciamento foram preparadas conforme orientações do laboratório 
de sequenciamento: 1 μL BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing 
Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 1 μL 5x Buffer, 1 μL 
primer, 5 μL H2O q.s.p., to 2-2,5 μL do produto da PCR. 
As sequências obtidas foram alinhadas utilizando o programa 
MAFFT (KATOH; STANDLEY, 2013). Os alinhamentos foram 
posteriormente editados manualmente, utilizando o programa MEGA 
6.0.6. Regiões de alinhamento ambíguo do ITS1 e ITS2 foram 
removidas com o programa Gblock 0.91b conforme os parâmetros: 
Minimum number of sequences for a conserved position: 53%; Minimum 
number of sequences for a flank positions: 55%, Maximum number of 
contiguous nonconserved positions: 8; Minimum length of a block: 2; 
allowed gap position: with half.   
Regiões do DNA  Ciclos  Temperatura  Tempo  
ITS  Desnaturação inicial  94°C  2 min  
                      36x Desnaturação  94°C  45 s  
                                              Anelamento 53°C                             45 s
 Extensão 72°C  1 min  
                       Extensão final                 72°C  10 min  
                                          
LSU                  Desnaturação inicial 94 5 min 
                      36x   Desnaturação  94°C  1 min 
 Anelamento 50°C                             1 min 20 s 
 Extensão 72°C  1 min 30 s 
 Extensão final                 72°C  10 min  
Tabela 1. Protocolos utilizados nas reações de PCR para cada região do 
DNA. 
As análises filogenéticas utilizadas neste trabalho foram 
realizadas a partir de uma matriz com as sequências de DNA da região 
nuclear ITS (internal transcribed spacer) de DNA ribossômico 
(GIACHINI et al., 2010). O marcador nLSU não foi utilizado para 
construção da árvore filogenética devido à falta de sequências de ITS e 
nLSU dos mesmos táxons, assim não houve uma matriz concatenada 
que pudesse ser utilizada até o momento.  
Para a construção e análise das árvores filogenéticas foram 
utilizados os métodos de Máxima Verossimilhança com 1.000 
pseudoreplicações (bootstrap) utilizando o programa RAxML v.8.1.11 
(STAMATAKIS, 2014), disponível na plataforma CIPRES (MILLER et 
al., 2011). A análise primeiro envolveu 100 buscas de VM 




parcimônia, sob o modelo GTRGAMMAI, com todos os parâmetros 
estimados pelo software. Foi fornecida uma matriz alinhada para forçar 
o software RAxML procurar um modelo de evolução para cada conjunto 
de dados. A análise de inferência Bayesiana (IB) foi realizada no 
programa Mr. Bayes v. 3.2.6 (RONQUIST et al., 2012), e os modelos 
evolutivos para IB foram estimados usando o AIC (Akaike Information 
Criterion), conforme implementado no software jModelTest2 v.1.6 
(DARRIBA et al., 2012; GUINDON; GASCUEL, 2003). Ambos os 
programas foram utilizados via plataforma CIPRES (MILLER et al., 
2011). Os modelos que melhor se ajustaram a cada partição foram 
utilizados nas análises dos dados combinados. A IB foi configurada para 
duas corridas independentes, cada uma a partir de uma árvore aleatória, 
com quatro cadeias simultâneas independentes e realizadas 20.000.000 
de gerações Monte Carlo, armazenando uma árvore a cada milésima 
geração 25% das árvores inicialmente amostradas foram descartadas 
conforme configuração burn in, verificada pelo critério de convergência 
(frequencies of average standard deviation of split <0.01) no programa 
Tracer v.1.6 (Rambaut et al. 2014), o restante foi utilizado para 
reconstruir uma árvore de consenso (50% majority-rule) e para estimar a 
probabilidade Bayesiana posterior (PBP) dos ramos. O grupo externo foi 
composto por duas sequências de Trametes cinnabarina (Jacq.) Fr. e T. 
orientalis (Yasuda) Imazeki, foram escolhidos de acordo com as 
análises filogenéticas de Dai et. al. (2014). Valores de Bootstrap (BS 
MV) entre 70 e 90 foram considerados como um suporte moderado e 
acima de 90 como altamente sustentado.  
Após obtenção das topologias finais de IB e MV, suas 
congruências foram avaliadas visualmente, sendo considerados 
incongruentes apenas clados com configuração diferente que 
apresentassem suporte significativo e em todos os casos a topologia de 
VM foi escolhida e os valores de IB e VM foram anotados. A 
configuração gráfica da árvore foi primeiro realizada no programa 
FigTree® v1.4.0, quanto a rotação e disposição dos táxons na topologia, 
as árvores foram salvas em formato PDF e realizada a edição gráfica 
final no InkScape®. 
 
4.3 ANÁLISES MOLECULARES DE DELIMITAÇÃO DE 
ESPÉCIES 
A análise de Poisson Tree Processes PTP (ZHANG et al, 2013) 
foi realizada a partir da análise final de Máxima Verossimilhança, 




por Zhang et al., 2013. Na plataforma (http://species.h-its.org/ptp/) a 
árvore de máxima verossimilhança foi anexada no item My phylogenetic 
input tree, if input file contains multiple trees, only the first tree will be 
used. Os parâmetros utilizados foram: My tree is: unrooted; no. MCMC 
generations: 100000; thinning: 100; burn-in: 0,1; Seed: 123; Outgroup 
taxa names(if any): T. cinnabarina. Esta análise resulta em 
agrupamentos de espécies moleculares a partir dos comprimentos dos 
ramos do filograma de máxima verossimilhança.  
A análise de Automatic Barcode Gap Discovery ABGD (ACHAZ 
et al., 2011) foi realizada a partir das sequências geradas nesse trabalho, 
alinhadas utilizando o MAFFT (KATOH; STANDLEY, 2013), e 
novamente alinhadas manualmente. A análise de ABGD foi gerada a 
partir da plataforma abgd web 
(http://wwwabi.snv.jussieu.fr/public/abgd/abgdweb.html), utilizando os 
parâmetros de Achaz et al. (2011). A matriz contendo as mesmas 
sequências utilizadas nas análises de máxima verossimilhança foram 
anexadas no item It can either be an already ALIGNED fasta file or a 
distance matrix. Os parâmetros utilizados foram: Pmin: 0,01; Pmax: 
0.1; Steps:10; X: 0.8; Nb bins: 20; If you enter a fasta file you can select 
your distance: Jukes-Cantor(JC69). O agrupamento das espécies foi 
escolhido a partir das análises filogenética e morfológicas e da curva do 
eixo X. 
A análise de Barcode gap foi realizada de acordo com Badotti et 
al. (2017), usando sequências geradas neste estudo. As sequências foram 
alinhadas utilizando o MAFFT (KATOH; STANDLEY, 2013). As 
matrizes de distância foram geradas utilizando o p-distância (RUSSO et 
al., 2012) com o programa Geneious®. A matriz de sequências dos dois 
complexos alinhada, foi ordenada de acordo com os agrupamentos 
morfológicos na análise um (1) e a partir dos agrupamentos genéticos 
formandos pela análise de ABGD (ACHAZ et al., 2011) na análise dois 
(2). Essas matrizes foram importadas para o programa Geneious®, 
selecionadas e usada a função Tree com os parâmetros: Genetic distance 
model: Jukes-cantor; Tree buld method: Neighbor-Joining; outgroup: 
No outgroup.  O item Distances mostra a matriz p de distância que foi 
importada para o Excel®. Os valores intraespecíficos e interespecíficos 
foram selecionados e gráficos Jitter plot foram gerados usando R (R 
Development Core Team, 2016). As espécies foram identificadas com 
sucesso se a distância mínima interespecífica foi maior que a distância 
máxima intra-específica (HOLLINGSWORTH et al., 2009). Somente na 




agrupamentos filogenéticos, sendo assim, somente esta foi apresentada 
no trabalho. 
 
5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
5.1 ANÁLISES MOLECULARES FILOGENÉTICAS 
Para as análises filogenéticas foram extraídos DNA de 102 
espécimes, dos quais foram obtidas 62 amplificações de nrITS e 40 de 
nrLSU. A partir dos quais, foram sequenciadas a região nrITS de 23 
espécimes, nrLSU de 13, totalizando 36 sequências das regiões ITS e 
LSU, de amostras previamente determinadas como P. guianensis e P. 
leprieurii, Polyporus s.l. e Polyporus dictyopus. Dez sequências foram 
cedidas por Palacio, M. et al. (dados não publicados). A lista completa 
das informações de sequências obtidas e localidades dos espécimes são 
apresentadas na tabela 2. A árvore filogenética gerada a partir do 
marcador ITS incluiu grupos relacionados a Polyporus como Picipes e 
outros clados de Polyporus s.l. Algumas dessas amostras podem 
representar novidades científicas como Polyporus sp. (ACM211 e 
MAR1219), mas por não fazerem parte dos objetivos do estudo de P. 
guianensis e P. leprieurii, não serão tratadas neste trabalho. 
No contexto de P. guianensis e P. leprieurii foi construído um 
conjunto de análises baseado no marcador molecular ITS. Foram 
utilizados um total de 52 sequências e 641 caracteres. Dentre o conjunto 
de análises, foram realizadas uma análise de Máxima verossimilhança e 
uma de Bayesiana. Somente a topologia de MV é exibida, porém os 
suportes de IB são apontados nos ramos. A topologia do IB e ML da 
análise somente com o marcador ITS não mostrou nenhuma 
inconsistência nos ramos terminais, porém nos ramos do centro da 
árvore na análise IB houve politomias, assim a árvore apresentada é 
somente de MV com os valores de IB quando os mesmos estavam em 
acordo com a MV (fig. 1).  
Neste trabalho é possível observar que tanto P. guianensis quanto 
P. leprieurii, em seus conceitos morfológicos atuais, representam mais 
de uma linhagem, que de acordo com as análises corresponderiam a 
diferentes espécies filogenéticas. Assim foram tratadas sete espécies ao 
total, sendo uma delas P. leprieurii sensu auctorum de acordo com a 
análise do protólogo e da imagem disponível no mesmo. Não foi 
possível revisar morfologicamente, nem ter acesso a dados moleculares 
dos tipos de P. guianenis e P. leprieurii.  
Polyporus guianensis se mostrou como um complexo neste 
filograma, com quatro clados distintos denominados como P. guianensis 




Tabela 2: lista das sequências (ITS e LSU) geradas neste trabalho a 
partir de amostras previamente determinadas como P. guianensis e P. leprieurii 
e de espécies relacionadas. 
 
 
Espécie Espécime Localidade ITS LSU 
P. guianensis CS536 Florianópolis/SC X  
 DS1581 Melgaço/PA X X 
 DS1703 Belterra/PA X  
 DS810 Florianópolis/SC X  
 GAS573 Florianópolis/SC X  
 JAY102 Apiaí/SP X  
 PVN23 Florianópolis/SC X  
 MP154 Florianópolis/SC X X 
 PVN22 Florianópolis/SC X  
 PVN29 Florianópolis/SC X  
 DS1603 Melgaço/PA X  
P. leprieurii DS1681 Belterra/PA X  
 GAS578 Florianópolis/SC X  
 GAS665 Apiaí/SP X  
 MAR1226 Caraguatatuba/SP X  
 MP155 Florianópolis/SC X X 
 DS1696 Belterra/PA X X 
 GAS928 Igrapiúna/BA   
 GAS940 Mucugê/BA  X 
 GF015 Florianópolis/SC  X 
 CS539 Florianópolis/SC  X 
 DS809 Florianópolis/SC  X 
 PVN51 Florianópolis/SC  X 
 PVN18 Florianópolis/SC  X 
 DS1656 Belterra/PA X X 
 DS1615 Melgaço/PA X X 
Polyporus s.l ACM211 João Pessoa /PB X X 
 MAR1219 Caraguatatuba/SP X  
P. dictyopus PVN32 Florianópolis/SC X  




































Fig. 1: Árvore filogenética representada 
por espécies de Polyporus s.l e Picipes, gerada 
a partir do marcador ITS, com a topologia 
baseada na análise de Máxima 
Verossimilhança. Os números nos ramos 
representam os valores de IB / valores de MV. 





A análise mostra que os espécimes do complexo P. guianensis 
ficaram dispostos em quatro clados, sendo dois (P. guianensis SP1 e P. 
guianensis SP2) relacionados entre si e outros dois (P. guianensis SP3 e 
P. guianensis SP4) não relacionados, sendo polifiléticos. O clado P. 
guianensis SP1 (IB=1) possui um espécime (GAS573) com um ramo 
longo, apresentado como grupo irmão o clado P. guianensis SP2 
(MV=99 / IB=1) com os espécimes DS1703, DS106 e JAY102. O clado 
P. guianensis SP3 (MV=90 / BI=0.9) inclui quatro espécimes (DS1581, 
MP154, PVN29, PVN22), com mais de uma terminação, mas com 
ramos curtos, o que demonstra pouca variação genética entre si. Ainda, 
este clado se apresenta como grupo irmão de P. leprieurii SP1 que é 
tratado previamente como P. leprieurii. Já o clado P. guianensis SP4 
(MV=100 / IB=1), que possui cinco espécimes (TENN11288, CS536, 
DS810, TENN10921, PVN23), tem como grupo irmão o clado com 
espécimes de P. squamosus, não representando relação com os outros 
clados de P. guianensis. Essas quatro espécies filogenéticas do 
complexo P. guianensis não parecem apresentar um padrão de 
distribuição geográfica.  
O complexo P. leprieurii ficou representado por três clados (P. 
leprieurii s.a, P. leprieurii SP1, P. leprieurii SP2.), sendo apenas P. 
leprieurii SP2 e P. leprieurii s.a. relacionados entre si. O clado 
Polyporus leprieurii s.a foi nomeado desta forma devido à morfologia 
similar dos espécimes com o tipo, que foi acessado através da aquarela 
presente no protólogo. A espécie P. leprieurii SP1 (MV=97 / BI=1) é 
representada por um espécime (DS1696) que se posicionou 
proximamente relacionada ao clado P. guianensis SP3. Ainda, o clado 
P. leprieurii SP2 (MV=93 / BI=1) possui três espécimes (DS1681, 
TENN10489, GAS578) e, embora tenha ficado como grupo irmão do 
clado P. leprieurii s.a., os ramos estão bem separados, mostrando alta 
variação genética. 
Polyporus tuberaster (P. ex. Pers.) Fr., espécie tipo de Polyporus, 
ficou posicionada com outras espécies do gênero Picipes e Polyporus 
s.l, não relacionados com as espécies deste estudo, mostrando que 
provavelmente não pertenceriam à Polyporus s.s. Por outro lado, Picipes 
não se mostrou monofilético neste estudo. Nenhuma inferência sobre 
posição genérica pode ser feita, já que há baixos valores de sustentação 
nos ramos mais inclusivos e pelo marcador ITS não ser considerado com 





Os clados P. guianensis SP1, SP2, SP3, SP4 e P. leprieurii SP1 e 
SP2, embora não tenham recebido um tratamento taxonômico, possuem 
caracteres morfológicos distintos entre si, cuja espécies são apresentadas 
com caracterização morfológica em 5.3. Não foi possível tratar nenhum 
dos quatro clados do complexo P. guianensis como sensu strictu ou 
sensu auctorum, já que a ampla morfologia e a falta de informações do 
tipo impediu qualquer relação comparativa. 
 
5.2 ANÁLISES MOLECULARES DE DELIMITAÇÃO DE 
ESPÉCIES 
 
A análise de Barcode gap (fig. 2) confirmou a existência de um 
gap entre as espécies dos complexos P. guianensis e P. leprieurii, 
corroborando as análises de PTP e ABGD realizadas. Esta análise 
compara todos os táxons existentes na matriz de sequência através dos 
pares de bases das sequências de DNA, assim há uma variação entre 
essas sequências que está na matriz p de distância. Quando a sequência 
de um táxon é comparado com ele mesmo sua variação é zero, já 
quando comparado com outros táxons essa valor varia conforme a 
diferença entre os pares de bases. Cada ponto no gráfico é uma 
comparação entre táxons, sendo a primeira coluna a intraespecífica e a 
segunda coluna a interespecífica. A variação intraespecífica é 
relativamente alta (0-3,2%), isto é, há uma moderada variação nas 
distâncias genéticas entre espécimes distintos dentro de um mesmo 
grupo, enquanto há uma elevada variação interespecífica entre os grupos 
4,5-14% enquanto o gap varia de 3,2-4,5 %. A análise de barcode gap 
mostra que há um gap entre espécies intraespecíficas e interespecíficas, 
corroborando com os grupos moleculares propostos pelo ABGD, que 
foram os agrupamentos usados na matriz de sequência para gerar a 
matriz p de distância. A partir desta análise há uma base para analisar 
molecularmente através da variação de pares de base se um táxon esta 
inserido dentro da variação interespecífica ou intraespecífica. 
A análise de PTP (fig. 3) a partir da topologia do filograma de 
máxima verossimilhança forneceu alguns agrupamentos de espécies, o 
melhor agrupamento foi escolhido através do maior valor de sustentação 
destes grupos e com base na filogenia e morfologia dos grupos.  
A análise de ABGD (fig. 3) a partir da matriz de sequências de 
DNA forneceu agrupamentos contendo de 33 a 19 espécies, o melhor 
agrupamento foi escolhido através da curva dos pontos e de acordo com 




A figura 3 mostra na primeira coluna os grupos moleculares 
propostos e aceitos pela análise de PTP, estes corroborando com os 
agrupamentos filogenéticos. A segunda coluna é composta pelos grupos 
moleculares propostos de aceitos pela análise de ABGD, estes também 
corroborando com os agrupamentos filogenéticos. 
Todas as três análises realizadas neste trabalho (ABGD, PTP e 
Barcode gap) coram concordantes com o filograma (fig. 1) apresentado 
neste trabalho, corroborando assim com as sete espécies filogenéticas 
dos complexos P. guianensis e P. leprieurii. 
 
Fig. 2: Análise Barcode gap das espécies filogenéticas dos complexos 
Polyporus guianensis e P. leprieurii baseada nas distâncias intraespecíficas e 
interespecíficas da região ITS. Cada ponto representa um par de comparação. 
Todas as comparações interespecíficas estão plotadas na coluna da direita 
enquanto as intraespecíficas na coluna da esquerda no eixo X. As distâncias 








































                             
Fig. 3: Imagem com as 
análises de PTP e ABGD 
corroborando com a 






5.3 CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA DAS ESPÉCIES 
FILOGENÉTICAS 
Foram analisados morfologicamente 25 espécimes (tabela 2), 
coletados na Amazônia e Mata Atlântica. Dados morfológicos 
detalhados são apresentados na Tabela 3 e fotos macroscópicas nas 
figuras 4 e 5 das espécies dos complexos P. guianensis e P. leprieurii, 
respectivamente. 
Fig. 4: Fotografias dos clados de Polyporus guianensis. A: Imagem do provável 
Tipo de P. guianensis (Herbário NY). B: Basidioma seco (GAS573) de P. 
guianensis sp 1, b.1: himenóforo. (Flores, G.) C: Basidioma (DS1703) de P. 
guianensis sp 2, (Drechsler-Santos). c.1: himenóforo. D: Basidioma (DS1581) 
de P. guianensis sp 3, d.1 himenóforo (Drechsler-Santos). E: Basidioma 





Fig. 5: Macromorfologia das espécies do complexo Polyporus leprieurii. A: 
Imagem (aquarela) do tipo B: Basidioma (DS1615) de P. leprieurii s.a. 
(Dreschler-Santos) b.1: himenóforo. C: Basidioma seco (DS1696) de P. 
leprieurii sp1, (Flores, G.) C.1: himenóforo. D: Basidioma (DS1681) de P. 
leprieurii sp2, (Dreschler-Santos) d.1: himenóforo  
 
Polyporus guianensis SP1 - Fig. 4c e 6 
Basidioma centralmente estipitado. Píleo circular, 2,3cm de diâmetro, 
1,2mm de espessura, quebradiço quando seco. Superfície do píleo bege 
(10YR 7/8) no centro, amarela nas margens (10YR 7/8 - 6/8), glabra 
com finas estrias radiais. Margem ondulada, inteira, quebradiça com 
mesma cor da superfície do píleo. Estipe cilíndrico, 3,5cm x 0,2mm, 
rígido, quebradiço, com uma cutícula negra (10YR 2/1), rugoso com 
poucos tricomas na inserção do estipe, glabro próximo a base. 
Himenóforo amarelo castanho (10YR 6/6), dissepimento inteiro. Poros 
circulares, 4-5 por mm, tubos com 0,7mm de comprimento. Contexto 
homogêneo, 0,8mm de espessura.  
Sistema hifal dimítico com hifas generativas e esqueleto-ligadoras 
intercalares.  Hifas generativas fibuladas, hialinas, parede fina, 2-3μm 
podendo chegar a 5μm de espessura. Hifas esqueleto ligadoras tortuosas, 
engrossadas, ramificadas em toda a sua extensão, 2-5 na porção central 
com extremidades das ramificações até 1μm, nos tubos esqueleto-
ligadoras mais ramificadas, menos tortuosas e maior quantidade de nos 




15-20 x 3-7μm. Basidióporos cilíndricos e ovoides em vista frontal, 
(9)10-11 x 3-4μm, levemente sigmoides em vista lateral, com depressão 
acima do apículo, distintamente côncavo com um ápice afinado, parede 
fina, hialinos, lisos. 
Material examinado: BRASIL. Santa Catarina. Florianópolis: Santinho, 
Morro das Aranhas, 27/02/2014. Alves, G.A. GAS573 (FLOR). 
 
Notas: Esta espécie é caracterizada por apresentar basidioma com estipe 
central, 4-5 poros por mm e basidiósporos de (9-)10-11 x 3-4 μm. 
Segundo Silveira; Wright (2005) P. guianensis é caracterizada por 
apresentar basidiomas com uma superfície do píleo com coloração 
marrom claro a vináceo, himenóforo poroide com 1-4 poros por mm e 
basidiósporos cilíndricos a sub-elipsoides (8-12 x 2,5-4μm). Esta 
descrição é ampla e abrange Polyporus guianensis SP1, que é tratada 
como espécie críptica. Dentre os protólogos das espécies sinonimizadas 
em Polyporus guianensis, não foi possível o enquadramento e/ou 
resgate de algum nome da sinonímia.  
Fig.6: Estruturas microscópicas de Polyporus guianensis SP1. A: Basídios 
clavados e basidiósporos. B: Basidiósporos em vista frontal e lateral. C: Hifas 






Polyporus guianensis SP2 - Fig. 4b e 7. 
Basidioma central a excentricamente estipitado. Píleo circular e 
infundibuliforme 1,2-3cm de diâmetro, 0,2-2mm de espessura, quando 
fresco é coriáceo, quebradiço quando seco. Superfície do píleo possui 
coloração amarela com tons de laranja que variam de (oac791-oac792), 
(7.5YR 7/8), glabro, liso quando seco amarelo pálido (10YR 8/6). 
Margem lobada a inteira quando fresca, involuta quando seca, mesma 
cor do píleo. Estipe cilíndrico, 1,2-3cm de comprimento, 0,2-0,3cm de 
espessura, rígido e quebradiço quando seco, com uma cutícula negra 
(10YR 2/2), tricomas e rugoso. Himenóforo branco quando fresco, 
mesma cor do píleo quando seco, é decorrente no estipe mas não há 
poros formados. Dissepimento inteiro em alguns e lacerado em outros 
basidiomas. Possui rizomorfos. Poros arredondados a angulares, 2-3 
poros por mm, tubos com 0,5-1mm de comprimento, contexto 
homogêneo com 0,2-0,7mm de espessura.   
Sistema hifal dimítico com hifas generativas e esqueleto-ligadoras com 
tendência a intercalares. As hifas generativas são fibuladas, hialinas, 
parede fina, 1-3μm de espessura. Hifas Esqueleto-ligadoras com 
tendência intercalar, engrossada, tortuosa com lúmen visível, o centro da 
hifa varia de 3-5μm de espessura, ramificações soltas e espalhadas, na 
trama as hifas mais ramificadas, agrupadas. Basídios clavados, 20-23 x 
7-3μm, tetraesterigmado com 3-5μm de comprimento, basidíolos 13-17 
x 4-6 μm. Cistídios ausentes. Basidióporos cilíndricos e ovoides na 
visão frontal, em vista lateral é levemente sigmoide, depressão acima do 
apículo distintamente côncavo e um ápice afinado, parede fina, hialinos, 
lisos, (8-) 9-10 x 3μm. 
Materiais examinados: BRASIL. Pará: Belterra, Floresta Nacional de 
Tapajós, Trilha da Torre, 30/01/2015. Drechsler-Santos, DS1703 
(FLOR). Ibid., Floresta Nacional de Caxiuanã, Imureira, 23/01/2015. 
Drechsler-Santos, DS1603 (FLOR). Ibid., São Paulo: Apiaí: Morro do 













Fig. 7: Estruturas microscópicas de Polyporus guianensis SP2. A: Hifa  
esqueleto-ligadora dos tubos. (40X) B: Basídios e basidiósporos. C: Hifa 
esqueleto-ligadora com setas apontadas para as bases onde a hifa generativa dá 
origem a hifa esqueleto-ligadora, mostrando a tendência intercalar. (40X) D: 
Basidiósporo em visão frontal. E: Hifa generativa fibulada. F: Hifa esqueleto-







Notas: Esta espécie é caracterizada por apresentar basidiomas pequenos 
de coloração amarela quando fresco e creme quando seco, lateralmente a 
excentricamente estipitados e 2-3 poros por milímetro e tamanho do 
basidiósporos (8-)9-10 x 3-4μm. A espécie Polyporus guianensis SP1, 
apresenta inserção do estipe central, poros menores (4-5/mm), coloração 
menos viva e basidiósporos (9-)10-11 x 3-4 μm. Dentre os protólogos 
das espécies sinonimizadas em Polyporus guianensis, Berk.; Cooke 
(1876) descreveu Polyporus seminigrita a partir de material coletado em 
Pará, duas espécies do clado Polyporus guinensis sp 2 também foram 
coletadas no Pará, sendo P. seminigrita uma espécie coletada na mesma 
localidade. No protólogo, P. seminigrita é caracterizada por apresentar 
píleo medindo 1,3cm de diâmetro, umbilicado, infundibuliforme, 
margem membranácea, inflexa, estipe negro e poros subhexagonais 
(BERK.; COOK, 1876). O protólogo não cita todas a características 
diagnósticas para uma comparação e delimitação mais precisa, mas 
mesmo havendo caracteres distintivos, como os citados, existe a 
necessidade de revisar o tipo de P. seminigrita para uma melhor 
delimitação distintiva entre as espécies. Nenhum trabalho até então citou 
P. seminigrita como uma variedade ou espécie além do seu protólogo. 
 
Polyporus guianensis SP3 - Fig. 4d e 8. 
Basidioma lateralmente a excentricamente estipitado. Píleo flabeliforme, 
1-3cm de raio e 1mm de espessura, coriáceo quando fresco se mantendo 
quando seco. Superfície do píleo marrom avermelhado (2.5YR 4/4 - 4/6 
e 10YR 5/8) a amarela (10YR 8/8), quando seco marrom amarelada 
(10YR 5/6) a amarelo pálido (10YR 8/6), glabro, liso, cutícula do estipe 
invade a superfície do píleo. Margem inteira a lacerada, mesma cor do 
píleo. Estipe cilíndrico 1,5-2,5cm de comprimento e 1,5mm de 
espessura, rígido e quebradiço quando seco, cutícula negra (10YR 2/1), 
tricomas. Himenóforo creme quando fresco, quando seco mesma cor do 
píleo (10YR 6/6), é decorrente no estipe mas sem poros, dissepimento 
inteiro. Possui rizomorfos. Poros alongados radialmente, 2-3 poros por 
mm, tubos com 0,8-0,9mm de comprimento, contexto homogêneo com 
2-1mm.  
Sistema hifal dimítico com hifas generativas e esqueleto-ligadoras com 
tendência a intercalares. As hifas generativas são fibuladas, hialinas, 
parede fina, 2-3μm podendo chegar a 5μm de espessura. Hifas esqueleto 
ligadoras tortuosas, engrossada, ramificadas em toda a sua extensão, 




a 1μm, nos tubos as esqueleto-ligadoras possuem mais ramificações, 
mas são menos tortuosas e as generativas estão mais concentradas nos 
tubos. Basídios clavados 15-25 x 5-10μm, tetraesterigmado com 3-5μm 
de comprimento. Cistídios ausentes. Basidióporos cilíndricos a ovoides 
na visão frontal, levemente sigmoide em vista lateral, depressão acima 
do apículo distintamente côncavo e um ápice afinado, parede fina, 
hialinos, lisos, (10-)11 x 12(-14) x 3-4,5μm.  
Material examinado: BRASIL. Santa Catarina. Florianópolis: Santinho, 
Morra da Aranha, 27/02/2014. Palacio, M. MP154 (FLOR). BRASIL. 
Santa Catarina. Florianópolis: UCAD, 14/11/2015. Nunes, V. P. PVN22 
(FLOR). BRASIL. Pará: Melgaço, Floresta Nacional de Caxiuanã, 
22/01/2015. Drechsler-Santos, DS1581 (FLOR). BRASIL. Santa 
Catarina. Florianópolis: UCAD, 14/11/2015. Nunes, V. P. PVN29 
(FLOR). 
 
Notas: Esta espécie é caracterizada por apresentar basidiomas lateral a 
excentricamente estipitados, 2-3 poros por mm e basidiósporos (10-
)11x12(-14) x 3-4,5μm.. Esta espécie está proximamente relacionada na 
filogenia com P. leprieurii SP1 se diferenciando por apresentar poros 
maiores, inserção do estipe lateral a excêntrico e estipe rugoso, sendo 
que P. leprieurii SP1 possui inserção lateral e o estipe é liso. Ainda P. 
guianensis SP3 possui os basidiósporos maiores. Já com a espécie P. 
guianensis SP2, se diferencia pela coloração da superfície do píleo 
sendo P. guianensis SP2 mais escura, inserção do estipe lateral a 
excêntrico, rugoso e P. guianensis SP3 central a excêntrico e liso e P. 
guianensis SP2 possui basidiósporos menores. Dentre os das espécies 
sinonimizadas em Polyporus guianensis, em sua maioria não há 
protólogos (MONTAGNE, 1854, BERKELEY; CURTIS, 1868, 
BERKELEY; COOKE, 1876, PATOUILLARD, 1902, e MURRILL, 
1907) informações relevantes que possam se encaixar neste clado, os 
que possuem fotos dos tipos e informações relevantes não apresentam 













Fig. 8: Estruturas microscópicas de Polyporus guianensis SP3. A: Hifas 
esqueleto-ligadora (40x). B: Hifa generativa fibulada. C: Basídios esterigmados, 
com e sem basidiósporos. D: basidiósporos em vista lateral e frontal. Escala: 
10𝜇𝑚. 
 
Polyporus guianensis SP4 - Fig. 4e e 9. 
Basidioma centralmente estipitado. Píleo circular e infundibuliforme 2-3   
cm de diâmetro, 1,2mm de espessura, coriáceo quando seco. Superfície 
do píleo amarela no centro (10YR  8/8 - 10YR 8/6) glabro, liso quando 
seco. Margem inteira com coloração avermelhada (2.5YR  3/6 a 5/4) e 
estéril.  Estipe cilíndrico, 2-5cm de comprimento, 3-4mm de espessura, 
rígido e quebradiço quando seco, com uma cutícula negra (10YR 2/2), 




do píleo quando seco, dissepimento inteiro. Poros redondos perto da 
margem, ficando alongados radialmente, decorrentes no estipe, 0,5-1,5 
poro por mm quando não imaturo, sendo os poros de 1-2,5 quando 
imaturos, tubos com 1mm de comprimento, contexto homogêneo com 
0,2-0,8mm. 
Sistema hifal dimítico com hifas generativas e esqueleto-ligadoras com 
tendência a intercalares.  As hifas generativas são fibuladas, hialinas, 
parede fina, 2-3μm, podendo chegar a 5μm de espessura. Hifas esqueleto 
ligadoras, engrossada, espaçadamente ramificadas, variam de 2-5 no 
centro, e as extremidades das ramificações chegam a 1μm. Basídios 
clavados, 20-23 x 8-5μm, tetraesterigmado com 3-4μm de comprimento, 
basidíolos 13-17 x 4-6μm. Cistídios ausentes. Basidióporos cilíndricos e 
ovoides na visão frontal, em vista lateral é levemente sigmoide, 
depressão acima do apículo distintamente côncavo e um ápice afinado, 
hialinos, lisos, (9-)10-11(-12) x 3-4μm. 
Material examinado: BRASIL. Santa Catarina. Florianópolis: UCAD, 
02/06/2012. Drechsler-Santos, DS810 (FLOR). BRASIL. Santa 
Catarina. Florianópolis: Horto botânico - UFSC, 21/02/2013. Salvador-
Montoya, CS536 (FLOR). BRASIL. Santa Catarina. Florianópolis: 
UCAD, 20/02/2016. Nunes, V. P, PVN23 (FLOR). 
 
Notas: Esta espécie é caracterizada pelo tamanho do basidioma, 2-3cm 
de diâmetro e 1,2mm de espessura no píleo e estipe com 2-5cm de 
comprimento, 3-4mm de espessura, o número de poros por milímetro 
(0,5-1,5), o tipo de inserção do estipe, a coloração da margem e os 
basidiósporos (9-)10-11(-12) x 3-4μm. Polyporus guianensis SP4 ficou 
posicionada em um clado irmão de P. squamosus, porém com um baixo 
valor de sustentação para esta ancestralidade (MV=32). Polyporus 
squamosus apresenta inserção do estipe lateral a central, píleo reniforme 
a circular, chegando até 18cm de largura e 5cm de espessura, superfície 
do píleo creme pálida com uma película castanha-avermelhada que se 
divide em escamas escuras, 1-2 poros por mm e basidiósporos sub-
elipsoides 14-17 x 5-6μm (NÚÑEZ; RYVARDEN, 1995). Polyporus 
squamosus se diferencia de P. guianensis SP4 por ter um basidioma 
maior, coloração, não apresentado escamas escuras e basidiósporos 
menores. P. guianensis var. puttemansii, como tratado no trabalho de 
Silveira; Wright (2005), apresenta características morfológicas 
similares, como o estipe central e o número de poros por mm, porém no 
trabalho de Ryvarden (2016) a espécies P. puttemansii Henn. o número 
de poros é 1-2 por mm enquanto no trabalho de Silveira; Wright (2005) 




coloração da margem creme-amarela, os basidiósporos menores (8-10,5 
x 2,5-4μm). Dentre os protólogos das espécies sinonimizadas em P. 
guianensis, o de P. wrightii possui píleo circular, convexo, umbilicado, 
3-4 x 0,1cm, superfície estriada, glabra, contexto membranáceo, 
homogêneo, 2-3 poros por mm, estipe central, com superfície 
pulverulento, medindo de 5-7mm de comprimento (Murrill, 1907). 
Polyporus wrightii possui imagens disponíveis do tipo no site do New 
York Botanical Garden, apresentando algumas características similares 
a espécie de P. guianensis SP4, porém com os poros menores. 
Polyporus puttemansii e P. wrightii possuem características 
macroscópicas que são similares a P. guianensis SP4, sendo necessário 
revisar o tipo destas duas espécies para caracterizar macroscopicamente 
e microscopicamente com caracteres que não constam no protólogo para 
assim conseguir comparar por completo as espécies com o clado SP4. 
Fig.9: Estruturas microscópicas de Polyporus guianensis SP4. A: Hifa 
generativa dando origem a hifa esqueleto-ligadora (40x). B: Hifa esqueleto-





Polyporus leprieurii s.a. - fig. 5b, 10. 
Basidioma lateralmente estipitado. Píleo flabeliforme 1,5-2cm de raio e 
2mm de espessura, quebradiço quando seco. Superfície do píleo marrom 
a vinácea (10YR 6/6 a 7.5YR 4/6), glabra, com finas estrias radiais. 
Margem lobada e inteira, mesma cor da superfície do píleo. Estipe 
cilíndrico, 0,7 - 0,3cm de comprimento, 0,2-0,3mm de espessura, rígido 
quando seco, com uma cutícula negra (10YR 2/1), alargado na base. 
Himenóforo acinzentado (10YR 6/3-6/4), decorrente no estipe quando o 
basidioma é pequeno e imaturo. Poros circulares, 7-9 poros por mm, 
tubos com 0,5-0,8mm de comprimento, contexto homogêneo com 1-
1,2mm.  
Sistema hifal dimítico com hifas generativas fibuladas, hialinas, parede 
fina, 2-3μm podendo chegar a 5μm de espessura. Hifas esqueleto 
ligadoras amarelas, tortuosas, engrossada, ramificadas em toda a sua 
extensão, variam de 2-5μm no centro, e as extremidades das 
ramificações chegam a 1μm, nos tubos as esqueleto-ligadoras mais 
ramificadas, menos tortuosas, tubos com mais generativas. Basídios 
clavados 18-25 x 5-8μm, tetraesterigmado com 2-3μm, basidíolos 10-15 
x 3-4μm. Cistídios ausentes.  Basidiósporos subcilíndricos, simétricos, 
parede fina, hialinos, lisos, (4-)5-6 x 2-3μm. 
Materiais examinados: BRASIL. São Paulo. Apiaí: Parque Natural 
Municipal Morro do Ouro. 03/12/2014. Alves, G.A. GAS665 (FLOR). 
BRASIL. Santa Catarina. Florianópolis: Parque Natural Municipal 
Morro do Ouro. 03/12/2014. Palacio, M. MP155 (FLOR). BRASIL. São 
Paulo. Caraguatatuba. 16/01/2016. Reck, M. A. MAR1226 (FLOR). 
BRASIL. Pará: Melgaço, Floresta Nacional de Caxiuanã, 24/01/2015. 
Drechsler-Santos, DS1615 (FLOR). 
 
Notas: Neste trabalho, os espécimes DS1615, MAR1226, GAS665 e 
MP155, além de se posicionaram em um clado fortemente sustentado, 
apresentam morfologia particular que corroboram de modo geral com as 
características de Polyporus leprieurii, principalmente o estipe curto, 
lateral, a coloração vinácea do basidioma maduro, o himenóforo com 7-
9 poros por mm, a margem inteira e o sistema hifal dimítico com hifas 
esqueletais do tipo arboriformes. Além disso, no protólogo existe uma 
imagem (Fig.12a) da espécie que foi utilizada para comparação, já que 
não foi possível revisar o material tipo, por isso aqui a espécie é tratada 
como Polyporus leprieurii s.a.. Polyporus leprieurii é caracterizado por 
Silveira; Wright (2005) por apresentar espécimes com estipe coberto por 
uma cutícula negra, superfície do píleo de coloração marrom tabaco, 5-8 




11 x 2,5-4μm). Em Ryvarden (2016) os basidiósporos possuem medidas 
menores 4,5-7(-9) x 2-2,5(-3) μm. 
 
Fig. 10: Estruturas microscópicas de Polyporus leprieurii s.a. A: Hifas 
esqueleto-ligadoras. (40x) B: Hifas generativas fibuladas. C e D: Basidiósporos. 
E: Basidíolos. Escala: 10μm. 
   
Polyporus leprieurii SP1 - Fig. 5d e 11. 
Basidioma lateralmente estipitado. Píleo flabeliforme 1,5-2,5cm de raio 
e 0,5mm de espessura, quebradiço quando seco. Superfície do píleo 
marrom no centro (7.5YR 4/4) ficando avermelhada (2.5YR 3/4) do 
centro para as margens, glabra, cutícula do estipe forma uma margem no 
píleo. Margem lobada e lacerada. Estipe cilíndrico, 1-2cm de 
comprimento, 2-3mm de espessura, rígido quando seco, com uma 
cutícula negra (10YR 2/1), alargado na base. Himenóforo com coloração 
acinzentada (10YR 6/4), decorrente no estipe quando o basidioma é 
jovem. Poros circulares 6-8 por mm quando jovem, tubos com 0,25 mm 
de comprimento, contexto homogêneo com 0,25mm. 
Sistema hifal dimítico com hifas generativas e esqueleto-ligadoras com 




parede fina, 2-3μm podendo chegar a 5μm de espessura. Hifas esqueleto 
ligadoras tortuosas, engrossada, ramificadas em toda a sua extensão, 
variam de 2-5μm no centro, e as extremidades das ramificações chegam 
a 1𝜇𝑚. Basídios clavados 15-22 x 3-7μm, tetraesterigmado com 1-2μm, 
basidíolos 10-14 x 3-6μm. Cistídios ausentes.  Basidiósporos 
subcilíndricos, simétricos, parede fina, hialinos, lisos, 5-7 x 2-3μm. 
Materiais examinados: BRASIL. Pará: Belterra, Floresta Nacional de 
Tapajós, Trilha da Torre, 30/01/2015. Drechsler-Santos, DS1696 
(FLOR). 
 
Notas: A espécie P. leprieurii SP1, representada pelo espécime DS1696 
é caracterizada por apresentar basidiomas lateralmente estipitados, com 
estipes alongados quando o basidioma é primórdio, píleo flabeliforme, 
delgado, superfície do píleo no centro marrom ficando avermelhada do 
centro para a margem, o estipe forma uma margem na superfície do 
píleo. Esta espécie se diferencia de P. leprieurii s.a. pelo basidioma fino, 
estipe maior, margem avermelhada, margem que forma na superfície do 
píleo a partir da cutícula do estipe e basidiósporos maiores 5-7 x 2-3μm, 
enquanto P. leprieurii s.a medem (4-)5-6 x 2-3μm. Dentre os protólogos 
(MONTAGNE, 1840, BERKELEY; BROOME, 1873, COOKE, 1884, 
PATOUILLARD; GAILLARD, 1888, ROSTRUP, 1902, MURRILL, 
1907) das espécies sinonimizadas em Polyporus leprieurii, nenhum 
protólogo possui informações de caracteres que poderiam estar 





Fig.11: Estrutura Microscópicas do clado P. leprieurii SP1. A: Hifa esqueleto-
ligadora com hifa generativa dando origem. B e C: Hifa esqueleto-ligadora dos 
tubos e contexto respectivamente (10x). D: Basidiósporos. Escala: 10μm. 
 
Polyporus leprieurii SP2 - Fig. 5c e 12. 
Basidioma lateralmente estipitado podendo ser excêntrico. Píleo 
flabeliforme a circular, infundibuliforme, 1-3cm de raio e 1mm de 
espessura, coriáceo quando fresco, quebradiço quando seco. Superfície 
do píleo laranja a vináceo quando fresco (10R 3/3 – 5YR 5/8) glabra, 
quando seco possui coloração marrom (7.5YR 4/4). Margem lobada e 
inteira. Estipe cilíndrico, 0.5-3,5cm de comprimento, 3-4mm de 
espessura, rígido quando seco, com uma cutícula com a mesma cor do 
píleo quando jovem, ficando enegrecida quando velho (10YR 2/2-3/6), 
alargado na base. Himenóforo com coloração creme a marrom escuro 
quando seco (10YR 6/4-3-4), decorrente no estipe principalmente 
quando o basidioma é pequeno. Poros circulares 6-8 quando jovem 
chegando a 10 poros por mm quando jovem, tubos com 0,5mm de 




Sistema hifal dimítico com hifas generativas e esqueleto-ligadoras com 
tendência a intercalares. As hifas generativas são fibuladas, hialinas, 
parede fina, 2-3μm podendo chegar a 5μm de espessura. Hifas esqueleto 
ligadoras amarelas, tortuosas, engrossada, ramificadas em toda a sua 
extensão, variam de 2-5μm no centro, e as extremidades das 
ramificações chegam a 1μm, nos tubos as esqueleto-ligadoras possuem 
mais ramificações, mas são menos tortuosas e as generativas estão mais 
concentradas nos tubos. Basídios clavados 18-25μm, tetraesterigmado 
com 2-3μm, basidíolos 9-15μm. Cistídios ausentes.  Basidiósporos 
subcilíndricos, simétricos, parede fina, hialinos, lisos, 5-7 x 2-3μm.  
Materiais examinados: BRASIL. Pará: Belterra, Floresta Nacional de 
Tapajós, Trilha da Torre, 30/01/2015. Drechsler-Santos, DS1681 
(FLOR). BRASIL. Santa Catarina: Florianópolis, Botânica – UFSC, 
03/12/2014. Alves, G.A. GAS578 (FLOR).  
 
Notas: Esta espécie é caraterizada por ser lateralmente estipitados a 
excêntrico e com estipe alongado Polyporus leprieurii SP2 ficou 
posicionada como grupo irmão do clado P. leprieurii s.a. Além dessa 
proximidade filogenética, apresentam características semelhantes como 
o número de poros por mm, cutícula negra do estipe e sistema hifal 
porém se diferenciam morfologicamente pela coloração do estipe 
quando Polyporus leprieurii SP2 está jovem, inserção do estipe e seu 
tamanho. Dentre os protólogos das espécies sinonimizadas em 
Polyporus leprieurii, Polyporus hemicapnodes Berk.; Broome é uma 
espécie que poderia se encaixar na descrição morfológica de P. 
leprieurii SP2, porém o basidioma de P. hemicapnodes é descrito como 
centralmente estipitado (BERK.; BROOME, 1873) Já a variedade, P. 
hemicapnodes var. dimorphus, que apresenta morfologia mais 
proximamente relacionada, foi descrita a partir de material coletado na 
Península da Malásia (COOKE, 1884) o que sugere distribuição 
geográfica muito distante para suportar que os espécimes sejam da 
mesma espécie. No entanto, o tipo desta variedade precisa ser revisado 














Fig.12: Estruturas microscópicas do clado Polyporus leprieurii SP2. A: Hifas 
generativas fibuladas. B: Hifa esqueleto-ligadora com tendência intercalar. C: 
Hifa esqueleto-ligadora. D: Basidiósporo. Escala: 10μm.novidade científica 















Tabela 4: Principais dados morfológicos que distinguem o complexo P. guianensis. 




P. guianensis sp1 P. guianensis sp2 P. guianensis sp3 P. guianensis sp4 
Píleo/ diâmetro 2,3-2,5cm 2-11cm 2,3cm 1,2-3cm 1-3cm 2-3cm 
Superfície do 
Píleo 




































Poros/mm 1-4 0,5-1,5 4-5 2-3 2-3 0,5-1,5 













 P. leprieurii s.a P. leprieurii sp1 P. leprieurii sp2 
Píleo/ diâmetro 1,5-2cm 1,5-2,5cm 1-3cm 
Superfície do Píleo Marrom claro a vináceo 
Finas estrias radias 
Marrom 








Estipe Lateral  
Alargado na base 
Lateral Lateral-excêntrico 
Poros/mm 7-9 6-8 6-10 
Basidiósporos (4-)5-6 x 2-3μm 5-7 x 2-2,5μm. 5-7 x 2-3μm 






Como comprovado neste trabalho, é possível ver que P. 
guianensis e P. leprieurii, de acordo com sua circunscrição atual 
(SILVEIRA; WRIGHT 2005, RYVARDEN, 2016) representam dois 
complexos taxonômicos polifiléticos, com pelo menos quatro e três 
espécies distintas, respectivamente. Obviamente que, para as 
proposições e tratamento taxonômico apropriados para essas espécies, 
ainda é necessário analisar os tipos de cada um dos táxons e dos 
sinônimos heterotípicos. Assim como, são necessárias mais análises 
filogenéticas com marcadores mais conservados que possam dar uma 
resolução filogenética mais apropriada sobre a posição genérica dessas 
espécies em Polyporus s.l.  
Mesmo utilizando um marcado com sinal filogenético para 
distinção de espécies, já foi possível observar no filograma de ITS que 
os dois táxons e suas respectivas espécies filogenéticas se posicionam 
fora do clado Polyporus s.s. Os trabalhos que analisaram 
filogeneticamente o gênero Polyporus e utilizaram as sequências de P. 
guianensis e P. leprieurii, mostram que os dois complexos não possuem 
uma relação monofilética com o gênero em que se encontram. Sendo 
necessário um trabalho mais aprofundado, com mais marcadores (e.g. 
LSU e RPB2) para então delimitar uma posição genérica para estas 
espécies. 
Polyporus é um gênero polifilético de distribuição pantropical 
que inclui vários grupos morfológicos e complexos de espécies 
amplamente citados na literatura (KRÜGER, 2002, KRÜGER, 2006 e 
SOTOME, 2008). Nos trabalhos filogenéticos que visam delimitar 
espécies deste gênero ou agrupamentos naturais é possível observar que 
Polyporus tuberaster, espécie tipo do gênero, não fica relacionada com 
muitas das espécies de Polyporus, o que configura Polyporus com um 
agrupamento não monofilético. Inclusive outros gêneros já foram 
resgatados, por exemplo Picipes, para dar melhor tratamento 
taxonômico para as espécies. Ainda, outros agrupamentos naturais 
deverão ser validados com nomes resgatados das sinonímias e/ou 
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Protocolo de Precipitação de DNA com PEG — Limpeza do 
Produto da PCR       
 
1. Adicionar no mesmo tubo que saiu do termociclador (tubo de 
0,2 mL) igual volume de PEG para volume de DNA (geralmente 24 μL) 
Lembrar sempre de limpar a ponteira no vidro de PEG, tirando o 
excesso do produto, pois é muito viscoso; 
 
2. Incubar 30 min em banho-maria a 37°C (ou em termociclador); 
 
3. Centrifugar 15 min a 12.000 rpm / 45min a 3700 rpm. Não se 
esquecer de organizar os tubos de uma forma que você saiba onde 
estaria o pellet (e.g. o lado da dobra da tampa voltado para fora);                                     
 
4. Descartar o sobrenadante com pipeta programada para volume 
maior (e.g. 100 μl). A ponta da ponteira deve ir até o fundo do tubo do 
lado em que o pellet não estaria e sugar lentamente, aproveitando a 
tensão-coesão do pouco volume para retirar o máximo que conseguir. 
(Se seguiu a opção dada no passo 3, deve posicionar ao fundo do lado de 
abertura da tampa do eppendorf, como ilustrado ao lado); 
5. Adicionar 125 μl de etanol 70% gelado; 
 
6. Centrifugar 5 min a 12.000 rpm / 20-25 min a 3700 rpm;  
 
7. Descartar todo o líquido virando no papel toalha, mas se ver 
que não está funcionando repita o passo 4; 
 
8. Repetir limpeza com etanol e retirar sobrenadante (passos 5 a 
7), descartar no papel toalha deve funcionar dessa vez; 
 
9. Secar no banho seco por 30-60 min a 45°C, até que não haja 
vestígios de etanol; 
 
10. Ressuspender em água Mili-Q (água ultrapura) com cerca de 
10-15 •l, na geladeira em overnight ou a 45º-50°C no termociclador ou 





11. Analisar (1 μL) em gel de agarose junto com o marcador de 
massa molecular (DNA ladder) para estimar a quantidade de DNA. 
 
Preparação do PEG 20% 
Para 50 ml 
 
 10g de polietileno glicol 8,000; 
 7,3 g de NaCl (2,5M); 
 Adicionar 40 mL de água; 
 Mexer com barra magnética (“bailarina” ou “peixe”) 
em agitador magnético aquecido, deixando o PEG em 
solução (~20 min). Preencher até 50 mL. 
 
